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Identification of antibiotic resistance in bacteria comprises isolating bacterial DNA and hybridising it with at least one 
sensitive-specific DNA probe and at least one resistance-specific DNA probe. Also claimed are probes (I)-(XIII) for 
identifying penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae strains and probes (XIV)-(XIX) for identifying penicUlin- 
sensitive Streptococcus pneumoniae strains. AGT CAG CAA CGG GTA AG (I) AAC GAA CGA TGG ACG GT (H) 
CAT TTC CAG CCC CCT CCA (HI) TGC AGA TGC CAC GAT TC (IV) CTG GTC AGC TTC CTG CG (V) TGG 
TTA TCT AGT CGG GTT AA (VI) CTG TAT CGA TG A GTC CG ( VII) AAC AGT TCT GCT GAA GAA G (Vffl) 
TAG GAG CAC GCC ATC AGT (DC) GAC GAA ATG CCT ATC TTG (X) CTC TCA ATT TGT AGC ACC T (XI) 
CTA TTC TAA CCG TCT GAC A (XE) ATC AAA TAC CTA TAT GGT CC (XHI) TGG AGA ATA CTT CAA TAG 
C (XIV) GTC TAC TTG AAC AAA AAA TG (XV) TTA GTT GGG ACG GAC CCT (XVI) GTA ACG GTT CAA 
CAG CCT (XVH) CTC CGA TCA ATA CGT CTC T (XVIH) GCT CCA GAT GAA ATG TTT GT (XIX) 

ADVANTAGE - Streptococci can be screened rapidly and reliably for antibiotic resistance. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method for identifying antibiotic-resistant strains of bacteria, especially strains of Streptococcus pneumoniae. 
According to the invention, the mctfiod is based on a combination of hybridization experiments and sensitivity-specific and resistance-specific 
probes. The invention also relates to the DNA probes and to a kit for carrying out the inventive method. 

(57) Zusammenf^sung 

Die vorliegendc Erfindung betrifft ein Veifahrcn zur Identifizicrung Antibiotika-rcsistenter Baktcricn-St^nunc. insbesonderc 
von Streptococcus pneumoniae-Stammen, wobei das Verfahren auf einer Kombtnation von Hybridtsierungsexperinienten mit Sensi> 
tlv-spczifischcn Sonden und Rcsistcnz-spczifischcn Sonden bertiht. Weiter betrifft die Erfindung die DNA-Sondcn und cinen Kit zur 
Durchfuhrung des Verfahrens. 
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DNA-Sonden, Verfahren und Kit zur Identifizierung Antibiotika-resistenter Bakte- 
rienstamme 



Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sonden, ein Verfahren und einen Kit zur 
Identifizierung Antibiotika-resistenter Bakterienstamme. 

Das Auftreten Antibiotika-resistenter Bakterienstamme, insbesondere von 
Streptococcus-Stammen, stellt ein wachsendes Problem dar. Bisher wurden 
Antibiotikasusceptibilitatstests so durchgefiihrt, daB Bakterien isoliert wurden, 
eine Kultur angelegt wurde, um die minimale Antibiotika-Hemmkonzentration in 
einem biologischen Test zu definieren. Dieses Verfahren nimmt mindestens 1 bis 
2 Tage in Anspruch. Innnerhalb dieses Zeitraums kann nicht gezielt und damit 
nicht optimal therapiert werden. Es besteht deshalb ein Bedarf nach einer 
schnelleren Identifizierung bestehender Resistenzen. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, Mittel und Verfahren 
bereitzustellen, mit denen Bakterienstamme, insbesondere Streptocokken-Stam- 
me, schnell und zuverlassig auf bestehende Antibiotika-Resistenzen untersucht 
werden kdnnen. 

Diesa Aufgabe wird durch die in den Patentanspruchen angegebenen Gegen- 
stande geldst. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Penicillin-Resistenz von Streptococ- 
cus pneumoniae beschrieben. Dieses Prinzip gilt jedoch auch entsprechend 
allgemein fur Bakterien und fur Resistenzen gegen andere Antibiotika. Beispiel- 
haft seien Neisserien und MRSA-Stamme (Methicillin-resistente Staphylococcus 
aureus), die keine B-Lactamase produzieren, genannt. 
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Alle Penicillin-resistenten S. pneumoniae-Stamme b sitzen veranderte Penicillin- 
Targetproteine (Penicillin-bindende Protein , PBP). Die DNA-Sequenzen von 
Genen, die bei der Entwicklung von Penicillin-Resistenz in Streptococcus pneu- 
moniae eine ausschlaggebende Rolle spielen, sind inzwischen in einer Anzahl von 
penicillinresistenten Streptokokken-Stammen bestjmmt worden. Es wurden drei 
Gene identifiziert, in denen bei der Entwicklung einer Penicillin-Resistenz zwi- 
schen sensitiven und resistenten Stamme Unterschiede auftreten: PBP2x, PBPIa 
und PBP2b. 

Ein Vergleich der DNA-Sequenzen zeigt innerhalb der Gene Bereiche auf, die in 
alien sensitiven S. pneumoniae Stammen vorhanden sind, aber in resistenten 
Stammen verandert sind. In diesem Zusammenhang wird auf Fig. 1 verwiesen, 
wo gezeigt ist, daB sich die resistenten Stamme vom sensitiven Stamm R6 im 
PBP2x Gen mehr oder weniger deutlich unterscheiden, aber auch untereinander 
Unterschiede aufweisen. 

Aufgrund der obigen Erkehntnis, daft es innerhalb faestimmter Gene Unterschiede 
zwischen Penicillin-sensitiven und -resistenten Stammen gibt, wurden von der 
Anmelderin DNA-Sonden entwickelt, mit denen resistente und sensitive Stamme 
differenziert werden konnen. In diesem Zusammenhang wird auf Fig. 4 ver- 
wiesen. Die Sonden, die spezlfisch fur sensitive Sequenzen sind, diskriminieren 
Gene, die fur niedrigaffine PBP-Varianten codieren, welche fiir Penicillin-Resi- 
stenz verantwortlich sind. Die Sonden, die spezifisch fur resistente Sequenzen 
sind, reagieren mit einer sehr haufig vorkommenden Klasse von PBP-Varianten 
und konnen auch fiir epidemiologische Zwecke verwendet werden. 

Von der Anmelderin wurden folgende DNA-Sonden identifiziert: 

a) Sensitiv-spezifische Sonden fur PBP2x. Die Zahlen unter der Rubrik "Nu- 
kleotid" beziehen sich auf die Nukleotide der publizierten Sequenz (Laible 
et aK, Mol. Microbiol. 5, S. 1993-2002 (1991)). Die Zahlen in Klammern 
beziehen sich auf das Codon und die Position (1,2 oder 3) im Codon des 
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Strukturgens. Die Anzahl der Basen im Nukleotid ist mit "mer" angege- 
ben. 



Nukleotid (Codon) Oligonukleotid .mer 

314-330 



(105.2-110.3) 


AC-T 


CAG 




CGG 


GTA 


AG 


(11 


. 17 


753-774 
(253.2-253.3) 


AAC 


GAA 


CGA 




ACG 


GT 


{ 2 i 


17 


792-809 
(264.3-270.2)- 


CAT 




CAG 


NCC 


CCT 


CCA 




IS 


1098-1114 
(366.3-372.1) 


TGC 


AGA 


TGC 


CAC 


GAT 






I " 


1302-1317 
('^34.2-^39.3) 


CTG 




AC-C 




CTG 


CC- 




1" 


1677-1696 
(559.3-566.1) 


TGG 


T"* Ai. 




AGT 


CGG 


GTT 


AA { = ) 


20 


1715-1731 
(572.2-577.3) 


CTG 


TAT 


CGA 


TGA 


GTC 


CG 


(7) 


17 


201L-2029 
(67 1. 1-677. 1) 


AAC 


AGT 




GCT 


GAA 


GAA 


G (5) 


1? 



IS (N:bevarzugt C) 



b) Resistenz-spezifische Sonden fiir PBP2x |wie oben; Sequenzen in Klam- 
mern entsprechen den korrespondierenden Abschnitten bei sensitiven 
Stammen) 



1065-1084 (AGO AGA AGT CTT Z:-2-. TAG T) 

(355.3-361.3) TGG AGA A?A iNTT CAA TAG N (I; 19 (N: bevorzugt C; 

1202-1221 (CCC TCC TTG AGO i-iA AGA TG) 

(401.2-^07.3) GTC TAG TTG AAC AAA AAA TG 20 

1549-1566 (TTG. GTA GGG ACG GAT CCG) 

(517.1-522.3) TTA GTT GGG ACG GAC CCT (III) 18 



1759-1776 
(587.!-592.:'> 



(GTG ACG GTC CA-A C.^-A CCT! 
GTA ACN NTT- CAA CAG CCT (IV) 



!8 (N: bevorzugt G 
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c) Sensitiv-spezifische Sonden fCir PBPIa (Zahlen beziehen sich auf die 
Nukleotide der publizierten Sequenz des Strukturgens; Martin et al., 
EMBO J. 11, S. 3831-3836 (1992)) 



(1034-1051) TAG GAG CAC GCC ATC AGT 1£ 

(in den mcisten bekanncen Sequenzcn speiifisch) 

IS 



1631-16 4S GAC GAA ATG CCT ATC TTG 



1722-1740 CTC TCA ATT TGT AGC ACC T IS 

-/-4-ici.2 CTA TTC TA.\ CCG. TCT GAC A 



d) Resistenz-spezifische Sonden fOr PBPIa 

. CGZ C^'c -(N:bevorzugt T 

^ (GCA CZT 3.-.T C-.---. CTA TTT GC) 

GC'I' Ce\ GAT NAA ATG TTT GT 20 (N : bevorzugt G 



e) Sensitiv-spezifische Sonden fur PBP2b (Zahlen beziehen sich auf die 
Nukleotide der publizierten Sequenz des Strukturgens; Hakenbeck, R., 
Matrin, C, Dowsen, C, Grebe, T., J. BacterioL 1 76, S. 5574-5577 
(1996)) 



A.C AAA TAC CTA TAT. GGT CC 



N ~ beliebiges Nukleotid 



Die obigen bzw. durch ein oder mehrere Nukleotide, bevorzugt bis 4 Nukleotide, 
davon abweichende Sonden eignen sich bestens, um unbekannte Streptococcus 
pneumoniae Stamme auf Resistenzen gegen Penicillin zu untersuchen, 

Dafur werden erfindungsgemaS Bakterien aus einer Probe abzentrifugierfmnd im 
Falle von S. pneumoniae die PBP-Gene (die Resistenzdeterminanten) direkt uber 
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PCR (polymerase chain reaction) wie in der Literatur beschrieben (Grebe und 
Hakenbeck (1996), Antimicrob. Agents Chemother. 40, S. 829-834) amplifi- 
ziert. Der Vorteil bei S. pneumoniae besteht darin, daft eine Detergenz-induzierte 
Lyse schnell erfolgt und damit eine PCR ohne langwierige DNA-Praparationen 
erfolgen kann. Da dieser Schritt bei anderen Streptokokken nicht gelingt, wird 
mit diesem Schritt spezifisch nur Pneumokokken-DNA amplifiziert. Alternativ 
wird bakterielle DNA (chromosomale und/oder extrachrosomale) gemaS Stan- 
dardmethoden isoliert. Diese DNA wird mit mindestens einer Sensitiv-spezifi- 
schen Sonde und mit mindestens einer Resistenz-spezifischen Sonde unter 
Standardbedingungen, die dem Fachmann hinreichend bekannt sind, hybridisiert 
(s. z.B. Maniatis et al.. Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring 
Habor Laboratory). Bevorzugt erfolgt die Hybridisierung unter stringenten Bedin- 
gungen, wie z.B. 20°C unter dem Schmelzpunkt der hybridisierenden DNA. Die 
Oligonukleotide werden vorzugsweise so gewahit, daS sie ahnliche Schmelztem- 
peraturen haben und somit mehrere in demselben Hybridisierungsansatz mit 
denselben Bedingungen getestet werden konnen (s. Fig. 2). Die Oligonukleotide 
werden bevorzugt markiert angeboten (P^^, S^*, Biotin/Avidin-System; Dioxyge- 
nin (DIG)-markiert; Fluorescein-markiert) und gegen immobilisierte DNA hybri- 
disiert. Alternativ werden die Oligonukleotide nicht markiert auf einem Oligonu- 
kleotid-Mikroarray angeboten, und die zu hybridisierende DNA uber PCR gewon- 
nen und bei der Amplifizterung markiert. 

Aus dem Hyfaridisierungsergebnis kann man dann schlieBen, ob der unbekannte 
Stamm Antibiotika-sensitiv ist oder nicht. Bei der Hybridisierung sollte, je nach 
Resistenzgen, mindestens eine sensitiv-spezifische Sonde und eine resistenz- 
spezifische Sonde verwendet werden. Vorteilhafterweise wird die DNA des 
unbekannten Stamms jedoch mit mehreren sensitiv-spezifischen und Resistenz- 
spezifischen Sonden nacheinander hybridisiert, da eine Resistenz-Abschatzung 
mittels nur einer Kombination von sensttiv-spezifischen Sonden und Resistenz- 
spezifischen Sonden mit Fehlem behaftet sein kann und eher nur als grobe 
Abschatzung diesen kann. Dies gilt insbesondere fur den Fall der Penicillinresi- 
stenzen bei Pneumokokken und Neisserien 
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Bevorzugte Hybridisierungsbedingungen richten sich nach dem AT-Gehalt und 
Lange der Oligonukleotide. Die Wahl der geeignet n Bedingungen kann der 
Fachmann mit seinem Fachwissen ausfuhren. So werden beispielsweise 10-100 
ng/ml markiertes Oligonukleotid fur PBP2x (s.oben) bei einer Hybridisierungs- 
temperatur von 45°-60°C mindestens 5 Stunden, bevorzugt uber Nacht, in 
SSC-Hybridisierungslosung eingesetzt. 

Die Oligonukleotide konnen auch als PCR-Primer verwendet werden, urn damit 
einen PCR-Test aufzubauen (s. Fig. 3). Bei diesem Test kann auf die etwas 
zeitaufwendigere Hybridisierung verzichtet werden, allerdings mussen pro 
Stamm mehrere PCRs angewendet werden. Diese Methode ist vor allem fiir 
epidemiologische Zwecke geeignet. 

Die Tatsache, daS weniger Sonden fiir PBP1 a und besonders fiir PBP2b bekannt 
sind, ergibt sich aus der Tatsache, dad in PBPIa und besonders in PBP2b 
kleinere Genbereiche fur die Resistenz von Bedeutung sind und daher auch nur 
kleinere Berejche eine Sequenzvariation aufweisen. 

Die Erfindung betrifft weiter einen Kit zur Durchfuhrung des obigen Verfahrens. 
Dieser Kit umfaftt Mittel zur Isolierung von DNA aus Bakterien bzw. zur PCR- 
Amplifikation spezifischer Resistenzdeterminanten, Sensitiv-spezifische DNA- 
Sonden und Resistenz-spezifische DNA-Sonden (lyophilisiert bzw. als Oligonu- 
kleotid-Microarray), Reagenzien, Losungen, Puffer sowie Mittel zur Hybridis- 
ierung und zum anschlieaenden Nachweis hybridisierter DNA. Die Sensitiv- 
spezifischen DNA-Sonden und Resistenz-spezifischen DNA-Sonden sind bevor- 
zugt die oben aufgelisteten. 

Die vorliegende Erfindung weist den Vorteil auf, daB innerhalb kurzester Zeit, 
d.h. innerhalb weniger Stunden, Bakterien, insbesondere Pneumokokken, hin- 
sichtlich Antibiotika-Resistenz beurteilt werden konnen. Dies ermpglicht nachfol- 
gend eine gezi Ite und effiziente Behandlung erkrankter Patienten. 
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Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben, welche zeigen: 

Fig.1 zeigt den Vergleich von Genabschnitten des Streptococcus pneu- 

moniae PBP2x-Gen zwischen Penicillin-sensitiven und -resistenten 
Stammen; Codon 85-750 
R6: Penieillin-sensitiver Stamm 
andere: Penicillin-resistente Stamme 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung auf einem Oligonukleotid-Array 

Die Anordnung der Sonden auf dem Array ist im ersten Block der 
Figur angegeben. Die Zahlen (1) bis (8) bzw. (I) bis {IV) entspre- 
chen der Nummerierung der oben angegebenen Sonden fiir PBP2x. 

A) Stamm R6, eine sensitiver S. pneumoniae Laborstamm und 
stellvertretend fiir andere sensitive Stamme: alle Sensitiv- 
spezifischen Oligonukleotide (Nr. 1-8) werden erkannt, wah- 
rend alle vier Resistenz-spezifischen Oligonukleotide (l-IV) 
nicht erkannt werden. 

B) Stamm 2349, dessen PBP2x-Gen zu einer haufig und global 
vorkommmenden Kiasse von PBP2x-Genen resistenter Pneu- 
mokokken gehort. Nur eines der Sensitiv-spezifischen Oligo- 
nukleotide wird erkannt, da die veranderte Sequenz nicht 
den 3'-Bereich des Gens iiberdeckt. Alle anderen Sensitiv- 
spezifischen Oligonukleotide (Nr. 2-8) hybridisieren nicht. 
Alle Resistenz-spezifischen Oligonukleotide (l-IV) hybridis- 
ieren. 

C) Stamm J 19, ein resistenter Stamm mit einem PBP2x, das 
nur teilweise Sequenzen hat, die mit dem von Stamm 2349 
iibereinstimmen. Eines der Resistenz-spezifischen Oligonu- 
kleotide (III) reagiert nicht. 
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D) Stamm Pn12, ein resistenter Stamm aus Papua, dessen 
PBP2x eine ungewdhnliche Sequenz aufweist. Funf der 
Sensitiv-spezifischen Oligonukleotide reagieren nicht, ein 
Beweis, daft das PBP2x keine durchgehend sensitive Se- 
quenz aufweist (und daher Resistenz vermittelt). Allerdings 
reagieren auch keine der Resistenz-spezifischen Oligonukleo- 
tide, was anzeigt, daS eine ungewohnliche Sequenz auch in 
dem "resistenten" Genbereich vorliegt. Stamme wie dieser 
stellen die Ausnahme dar, konnen aber auf Grund des Scre- 
ens eindeutig erfalSt werden, vor allem wenn weitere Oligo- 
nukleotide verwendet werden, die fur andere PBPs spezifisch 
sind. 

Fig. 3 zeigt das Ergebnis von PCR-Reaktionen zur Amplifikation von S, 

pneumoniae R6-DNA als Auftrag auf einem Agarosegel. Als PCR- 
Primer wurden die oben mit (1) bis (7) gekennzeichneten PBP 2x- 
Sonden als "Forward-Primer" sowie jeweils Sonde 18) als "Reverse 
Primer" eingesetzt. Als Kontrolle wurden PCRs mit den Sonden (I) 
als forward-Primer und (IV) als reverse-Primer bzw. (II) als foryvard- 
Primer und (IV) als reverse-Primer durchgefuhrt. M = GroBenmar- 
ker 

Auf dem gezeigten Gel ist klar zu erkennen, da(S nur die Sensitiv- 
spezifischen Sonden eine Amplifikation ergeben, wahrend keine mit 
Resistenz-spezifischen Sonden stattfindet. 

Fig. 4 (a) - (i) Ermittlung der erfindungsgema&en Sonden durch Sequenz- 
vergleiche 



Die Erfindung wird weiter anhand eines Beispiels beschrieben. 
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BEISPIEL: Isoli rung von S. pneumomia Bakt rien-DNA und nachfolg nd 
Testung auf b stehend R sistenz gegenuber Penicillin 

Bakterien vom Stamnn S. pneumoniae R6 werden in Brain-HearMnfusion (BHD- 
Medium uberimpft und uber Nacht bei 37®C wachsen gelassen. Die Zellen 
werden abzentrifugiert und durch Resuspendieren des Sediments in 1 0 0 mM 
Tris/HCI-Puffer, pH 7,2. 0,05% Triton-XlOO lysiert, Je 1 p\ der Zellsuspension 
werden pro 20 //I PCR-Ansatz (0,2 /il Taq-Polymerase, je 1 pM Oligonukleotid- 
primer, 2 //I lOX PCR-Puffer, 4-6 mM MgCl2) verwendet. Fur die PCR-Reaktion 
sind 25 Zyklen mit 5 sec. Annealing 96°C, 5 sec. Annealing 52*^C, 10 sec. 
Extension bei 72°C ausreichend. 

A) Agarose-Gelelektrophorese 

In den PCR-Reaktionen (Bedingungen s, oben) werden folgende Primer- 
kombinationen verwendet: 



forward-Primer 


reverse-Primer 


Sonde (1) 


Sonde (8) 


Sonde (2) 


Sonde (8) 


Sonde (3) 


Sonde (8) 


Sonde (4) 


Sonde (8) 


Sonde 1 5) 


Sonde (8) 


Sonde (6) 


Sonde (8) 


Sonde (7) 


Sonde (8) 


Sonde (1) 


Sonde (IV) 


Sonde (II) 


Sonde (IV) 



Die Bezeichnungen der Sonden entsprechen den oben bei den Sequenzen 
angegebenen Zahlen fur PBP2x. - ' 
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Je 4 //I Aliquots d r PCR-Reaktionen wurden auf ein K5%-iges Agarose- 
Gel aufg tragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis ist in 
Fig. 3 gezeigt. Daraus ergibt sich, dal5 R6 ein sensitiver Stamm ist. 

B1) Dot-Blot 

S. pneumoniae R6-Bakterien-DNA wird mit ubiichen Primern (Grebe u. 
Hakenbeck(1996), Antimicrob. Agents Chemotherap. 40, S. 829-834) in 
einer PCR-Reaktion (Bedingungen s. oben) amplifiziert. Die PCR-amplifi- 
zierte DNA wird durch Erhitzen denaturiert (2 min. 96*^C, anschlieBend 
4°C), jeweils 2 //I davon warden pro Probe auf eine Nylon-Membran 
aufgetragen. Die DNA wird durch Bestrahiung mit langwelligem UV-Licht 
auf der Membran fixiert, unspezifische Bindungsstellen bei 60*^C in Prahy- 
bridisierungslosung (6x SSC, 5x Denhardts-Losung, 0,1 % SDS, 50 mM 
Na-Phosphat-Puffer pH 6,5, 0,1 mg/ml Heringsperm-DNA) unter leichtem 
Schiitteln fur 5 Std. abgesattigt. Die Hybridisierung mit den P8P2x Sensi- 
tiv-speziflschen Oligonukleotid-Sonden (1) bis (8) bzw. den Resistenz- 
spezifischen Sonden (I) bis (IV) erfolgt in Hybridislerungspuffer Iwie 
Prahybridisierungslosung, jedoch mit 50 ng/ml Oligonukleotid-Sonde) uber 
Nacht bei ca. 50°C. Das Filter wird 2x5 min. bei Raumtemperatur mit 
2x SSC/0,1% SDS bei 55°G gewaschen. Die Proben werden mit anti- 
DIG-AP-Konjugat nach den Herstellerangaben (Boehringer Mannheim) 
angefarbt. Auch hier zeigt sich, daR nur die Sensitiv-spezifischen Sonden 
eine Hybridisierung ergeben, was anzeigt, daSder S. pneumoniae-Stamm 
R6 ein Penicillin-sensitiver Stamm ist. 

B2) Oligonukleotid-Mikroarray 

Methodisch wird wie oben unter B1 ) vorgegangen, jedoch mit dem Unter- 
schied, da& die Oligonukleottde ais fertiger Array angeboten werden und 
die zu hybridisierende DNA iiber PGR mittels DIG Oder fluoreszeinmarkier- 
ter Nukleotide markiert werden muU. Das Prinzip der "high density" 
Mikroarray-Hybridisierungist in "Nature Biotechnology 14, S. 1675-1680, 
1996" beschrieben. Dac Ergebnis dieses Versuchs ist in Fig. 2 A gezeigt. 



WO9ft/48041 



PCT/DE9«/01i34 



- 11 - 

Patentanspruche 

1) Verfahren zur Identifizierung einer Antibiotikaresistenz bei Bakterien, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte aufweist: 

(a) Isolierung von Bakterien-DNA 

(b) Hybridisierung der in Schritt (a) gewonnenen DNA mit min- 
destens einer Sensitiv-spezifischen DNA-Sonde und minde- 
stens einer Resistenz-spezifischen DNA-Sonde. 

2) Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Bakterien Streptococcus pneumo- 
niae sind, 

3) Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich bei der Antibiotikaresi- 
stenz urn Peniciliinreststenz handelt. 

4) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bjs 3, wobei die Sensitiv-spezifi- 
schen Sonden ausgewahit sind aus den folgenden Oligonukleotiden bzw. 
sich davon durch ein oder mehrere Nukleotide unterscheiden: 

AGT CAG CAA CGG GTA AG 
AAC GAA CGA TGG ACG GT 
CAT TTC CAG NCC CCT CCA. 
TGC AGA TGC CAC GAT TC 
CTG GTC AGC TTC CTG CG 
TGG TTA TCT AGT CGG GTT AA 
CTG TAT CGA TGA GTC CG 
AAC AGT TCT GCT GAA GAA G 
TAG GAG CAC GCC ATC AGT 
GAC GAA ATG CCT ATC TTG 
CTC TCA ATT TOT AGC ACC T 
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CTA TTC TAA CCG TCT GAC A 
ATC AAA TAC CTA TAT GGT CC 

5) Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Resistenz-spezifi- 
schen Sonden ausgewahit sind aus den folgenden Oligonukleotiden bzw. 
sich davon durch ein oder mehrere Nukleotide unterscheiden: 

TGG AGA ATA NTT CAA TAG N 
GTC TAC TTG AAC AAA AAA TG 
TTA GTT GGG ACG GAC CCT 
GTA ACN NTT CAA CAG CCT 
CTC CGA NCA ATA CGT CTC T 
GCT CCA GAT NAA ATG TTT GT. 

6) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Sonden radio- 
aktiv markiert sind. 

7) Sensitiv-spezifische DNA-Sonde zur Identifizierung Penicillin-resistenter 
Streptococcus pneumoniae Stamme ausgewahit aus den folgenden Oligo- 
nukleotide bzw. sich davon durch ein oder mehrere Nukleotide unter- 
scheidend: 

AGT CAG CAA CGG GTA AG 
AAC GAA CGA TGG ACG GT 
CAT TTC CAG NCC CCT CCA 
TGC AGA TGC CAC GAT TC 
CTG GTC AGC TTC CTG CG 
TGG TTA TCT AGT CGG GTT AA 
CTG TAT CGA TGA GTC CG 
AAC AGT TCT GCT GAA GAA G 
TAG GAG CAC GCC ATC AGT 
GAC GAA ATG CCT ATC TTG 
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CTC TCA ATT TGT AGC ACC T 
CTA TTC TAA CCG TCT GAC A 
ATC AAA TAG CTA TAT GGT CO 



8) Resistenz-spezifische DNA-Sonde zur Identifizierung Penicillin-resistenter 
Streptococcus pneumoniae Stamme ausgewahit aus den folgenden Oligo- 
nukleotide bzw. sich davon durch ein oder mehrere Nukleotide unter- 
scheidend: 

TGG AG A ATA NTT CAA TAG N 
GTC TAG TTG AAC AAA AAA TG 
TTA GTT GGG ACG GAC CCT 
GTA ACN NTT CAA CAG CCT 
CTC CGA NCA ATA CGT CTC T 
GCT CCA GAT NAA ATG TTT GT 

9) Kit zur Identifizierung Antibiotika-resistenter Bakterienstamme aufweisend 
Mittel zur Isolierung von DNA aus Bakterien bzw. zur PCR-Amplifikation 
spezifischer Resistenzdeterminanten, Sensitiv-speztfische DNA-Sonden 
und Resistenz-spezifische DNA-Sonden, Reagenzien, Losungen, Puffer 
sowie Mittel zur Hybridisierung und zum anschlieKenden Nachweis hybri- 
disierter DNA. 
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Streptococcus pneumoniae PBP 2x 
Mosaic Genes in Penicillin Resistant Strains 
(codon 85 - 750) 



R6 




Fig. 1 
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Rasterbeispiel fiirein Oligonuicleotid-Array 
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C (JI9 - resistenn 



D (Pn 12 - resisient. aus Papua una uneewohniich 
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Fig. 3 
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